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RESUMO 
Introdução: Os carcinomas luminais de mama apresentam resposta variável à 
quimioterapia neoadjuvante. A identificação precoce das pacientes que se 
beneficiarão desse tratamento é importante para se evitar tratamento 
desnecessário e suas decorrentes toxicidades. O objetivo desse estudo é 
identificar preditores de resposta à quimioterapia neoadjuvante no carcinoma 
luminal de mama. 
Metodologia: Nós incluímos pacientes com carcinoma luminal de mama 
tratadas com quimioterapia pré-operatória em nosso serviço, no anos de 2013 e 
2014. Dados demográficos, clínicos e patológicos foram coletados. Análises de 
imunoistoquímica para receptores de estrogênio e progesterona, HER2 e Ki67 
foram realizadas em amostras obtidas antes do tratamento. A quimioterapia foi 
composta por esquema baseado em antraciclinas e taxanos. Resposta 
patológica completa (RPC) foi definida como ausência de doença invasora nas 
peças cirúrgicas da mama e da axila. 
Resultados: Foram incluídas cento e vinte pacientes, totalizando 131 tumores. 
As taxas de RPC foram de 6,11% na amostra geral, 5,26% para tumores 
luminais B-like (HER2-negativos) e 12,9% para luminais B-like (HER2-positivos). 
Nenhum preditor independente de RPC foi identificado. Cinquenta e dois 
tumores (39,7%) apresentaram resposta clínica completa, e grau histológico III 
(OR=9,05; IC95% 1,07-7,98; p=0,04), status pré-menopausal (OR=9,05; IC95% 
2,01-40,87; p=0,004), e índice de Ki67 ≥ 20% (OR=2,71; IC95% 1,04-6,99; 
p=0,04) foram preditores independentes desse desfecho. A análise da curva 
ROC mostrou que o índice de Ki67 pré-tratamento tem baixo desempenho na 
identificação de pacientes que apresentarão resposta clínica completa (área sob 
a curva=0,660; IC95% 0,563-0,758). Pacientes com resposta clínica completa 
apresentaram maior chance de serem submetidas a cirurgia conservadora. 
Conclusões: A taxa de RPC é baixa entre os carcinomas luminais de mama 
submetidos a quimioterapia neoadjuvante. No entanto, parâmetros clinico-
patológicos podem ajudar a identificar pacientes que apresentarão resposta 
clínica completa. 
 
Palavras-Chave: terapia neoadjuvante. carcinoma luminal de mama. Ki67. 
resposta clínica. 
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ABSTRACT 
Purpose: Luminal breast cancers show a variable response to neoadjuvant 
chemotherapy. The early determination of those patients who will benefit from 
this treatment is important to avoid overtreatment and the resulting toxicity. The 
purpose of this study is to identify predictors of response to neoadjuvant 
chemotherapy in luminal breast cancer. 
Methods: We included patients with luminal breast cancer treated with 
neoadjuvant chemotherapy at the institution in 2013 and 2014. Demographic, 
clinical, and pathological data were collected. Immunohistochemistry analyses of 
estrogen and progesteron receptors, HER2 and Ki67 were conducted in samples 
obtained before treatment. Chemotherapy consisted in anthracycline/taxane-
based scheme. Pathologic complete response was defined as the absence of 
invasive disease in the breast and axilla surgical specimens. 
Results: One hundred and twenty patients, totaling 131 tumors were included. 
Pathologic complete response rates were 6.11% in the overall sample, 5.26% for 
luminal B-like (HER2-negative) tumors and 12.9% for luminal B-like (HER2-
positive) tumors. None independent predictor of pathologic complete response 
was identified. Fifty-two tumors (39,7%) showed complete clinical response, and 
histologic grade III (OR=2.92; 95% CI 1.07-7.98; p = 0.04), premenopausal 
status (OR=9.05, 95% CI 2.01-40.87; p = 0.004), Ki67 index ≥ 20% (OR=2.71, 
95% CI 1.04 to 6,99; p = 0.04) were independent predictors for this outcome. 
ROC curve analysis showed that Ki67 index has a poor performance in 
identifying patients who will present complete clinical response (area under the 
curve=0.660, 95% CI 0.563-0.758). Patients with complete clinical response were 
more likely to be submitted to conservative surgery. 
Conclusions: Pathologic complete response rate is low among luminal tumors 
undergoing neoadjuvant chemotherapy. However, clinicopathological parameters 
can help identify patients who will present complete clinical response. 
 
Palavras-Chave: neoadjuvant therapy. luminal breast cancer. Ki67. clinical 
response. 
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1. Introdução Geral 
No Brasil e no mundo, o carcinoma da mama é a neoplasia maligna mais 
comum entre as mulheres, excetuando-se o câncer de pele não-melanoma. 
Segundo a estimativa do Instituto Nacional do Câncer (INCA), no ano de 2014 
foram diagnosticados, no Brasil, 57.120 novos casos, o que gera um risco de 
56,09 casos para cada 100.000 mulheres [1]. Em 2013, no Brasil, a mortalidade 
por carcinoma de mama foi de 13,66 para cada 100.000 mulheres, sendo a 
principal causa de morte por câncer entre elas.[2]  
Desde a década de 1990, observa-se uma redução significativa da 
mortalidade por carcinoma de mama, tanto nos Estados Unidos da América 
(EUA) quanto em outros países [3,4]. Tal redução se deve, pelo menos em 
parte, à implantação do rastreamento com a mamografia em intervalos regulares 
e o desenvolvimento e administração de terapias adjuvantes, como 
quimioterapia, terapia endócrina e radioterapia.[5] 
O diagnóstico precoce e início do tratamento em tempo adequado 
garantem um melhor prognóstico para as pacientes com câncer de mama. No 
Brasil, de acordo com dados do estudo CONCORD-2, a sobrevida em cinco 
anos chega a 87,4% [6]. Apesar disso, muitas pacientes ainda são 
diagnosticadas em estádios mais avançados da doença. 
O carcinoma de mama localmente avançado inclui tumores primários de 
grande tamanho (maior diâmetro superior a 5,0 cm), com envolvimento cutâneo 
e/ou de parede torácica, bem como os tumores associados a comprometimento 
nodal regional extenso. Além disso, inclui um subgrupo denominado carcinoma 
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inflamatório da mama, menos comum, mas que se associa a prognóstico 
particularmente ruim. Nos EUA, dados de 2006 revelaram uma incidência de 
10% do carcinoma de mama localmente avançado [7]. No entanto, tem sido 
demonstrado que, em populações submetidas ao rastreamento, essa parcela 
pode ser reduzida a até 5%.[8] 
Com base em dados do INCA para dois períodos de tempo, foi observado 
que, entre os anos de 1990 e 1994, aproximadamente 47% das pacientes 
brasileiras com diagnóstico de carcinoma de mama apresentaram-se com 
estádio inicial III (doença localmente avançada). No segundo período de tempo 
analisado, 1995-2002, houve redução nessa porcentagem, mas mantendo-se 
ainda em um terço dos casos (32,6%) [8]. O prognóstico dessas pacientes é, 
sob uma perspectiva global, ruim. A sobrevida em três anos se situa em torno de 
70% e, em cinco anos, chega a apenas 50%.[9] 
O câncer é uma doença genética, sendo o tipo esporádico o mais comum. 
Ele surge a partir do acúmulo de diversas alterações genéticas e epigenéticas 
que fazem com que as células tumorais sejam capazes de escapar dos 
mecanismos de controle de proliferação, ativar vias intracelulares que estimulam 
a divisão celular e evitam a apoptose, invadir tecidos circunjacentes e produzir 
metástases à distância [10]. Partindo da hipótese de que a significativa variação 
observada clinicamente no carcinoma de mama teria correspondência com 
diferenças em termos de expressão gênica, Perou e colaboradores avaliaram os 
perfis de expressão de 8.102 genes em 65 amostras de carcinoma de mama, 
sendo possível identificar quatro grupos com características moleculares 
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distintas: receptor de estrogênio(RE)+/luminal-like; basal-like; Erb-B2+; e mama 
normal [11]. Em termos de expressão gênica, hoje se admite que os chamados 
subtipos intrínsecos de carcinoma de mama dividem-se em dois grande 
subgrupos, RE+ e RE-, com características clínicas, prognóstico e resposta ao 
tratamento diferentes.[12]  
Embora essa análise tenha sido conduzida inicialmente com o objetivo de 
estudar a biologia tumoral, as evidências mais atuais mostram que a avaliação 
da expressão gênica adiciona informações de prognóstico aos critérios 
tradicionalmente empregados, como estadiamento e características morfológicas 
do tumor [12]. O escore de recorrência baseado na avaliação de 21 genes 
selecionados é um teste prognóstico validado e atualmente recomendado como 
ferramenta auxiliar na definição quanto à indicação de tratamento adjuvante em 
pacientes sem comprometimento axilar.[13] 
Paralelamente a isso, a melhor compreensão dos mecanismos 
moleculares envolvidos no processo de carcinogênese permitiu o 
desenvolvimento de terapias-alvo, como o trastuzumabe, anticorpo monoclonal 
anti-HER2. Essa glicoproteína transmembrana com porção intracelular 
possuindo atividade de tirosina quinase pertence à família de receptores de fator 
de crescimento epidérmico (EGFR) e se encontra envolvida na ativação de vias 
metabólicas que controlam crescimento celular, diferenciação e também 
angiogênese  [14,15]. O HER2 encontra-se superexpresso em 18% a 20% dos 
carcinomas de mama e, em tais pacientes, o trastuzumabe mudou a história 
natural da doença, garantindo um benefício de sobrevida global que ainda não 
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era alcançado com a quimioterapia isoladamente [16,17]. A identificação de 
outros biomarcadores com poder preditivo é necessária, especialmente em 
tumores sem superexpressão/amplificação de HER2. 
O tratamento sistêmico previamente ao tratamento cirúrgico definitivo, 
denominado tratamento neoadjuvante, é recomendado a quase todas as 
pacientes com diagnóstico de carcinoma localmente avançado da mama. O 
objetivo primário dessa abordagem é reduzir o volume tumoral e permitir a 
realização de tratamento cirúrgico com melhores resultados estéticos naquelas 
pacientes consideradas inoperáveis ao diagnóstico, mas também naquelas com 
tumores operáveis e que desejam ser submetidas a cirurgia conservadora [18]. 
Além disso, o tratamento neoadjuvante permite a observação direta da resposta 
ao tratamento, com o potencial de fornecer dados que podem ser usados com 
intenção preditiva e prognóstica [19]. A partir de estudos em tratamento 
adjuvante, aquele que é administrado após a cirurgia, podemos obter 
informações quanto a desfechos de sobrevida livre de recorrência (SLR) e 
sobrevida global (SG), porém tais estudos exigem a inclusão de grande número 
de pacientes e que as mesmas sejam acompanhadas por longo período, o que 
leva a um elevado custo. Por outro lado, estudos em tratamento neoadjuvante 
podem ser conduzidos com menor número de pacientes e em menor intervalo 
de tempo, além de fornecer informações sobre desfechos intermediários, como a 
resposta patológica completa (RPC) e a resposta clínica, os quais poderiam 
prever o benefício em termos de desfechos a longo prazo, com menor custo. 
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Essas vantagens estimularam a ampliação do número de estudos em 
neoadjuvância, nos últimos anos, inclusive para inclusão de novas drogas.[20] 
A RPC à quimioterapia neoadjuvante ocorre em 15-40% das pacientes e 
é, de fato, um indicador de benefício em termos de SLR e SG [18,21]. No 
entanto, de acordo com a literatura, a RPC apresenta diferentes definições: (1) 
ausência de doença invasora e não-invasora na mama e nos linfonodos (ypT0 
ypN0); (2) ausência de doença invasora na mama, podendo haver doença não-
invasora residual na mama e linfonodos comprometidos (ypT0/is ypN0/+); (3) 
ausência de doença invasora de volume significativo na mama, permitindo-se a 
presença de doença invasora focal ou doença não-invasora na mama e 
linfonodos comprometidos (ypT≤1mic ypN0/+). Para comparar essas diferentes 
definições quanto ao seu papel preditor de SLR e SG, von Minckwitz e 
colaboradores conduziram estudo no qual incluíram 6.377 pacientes submetidas 
a tratamento neoadjuvante. Foi observado que a RPC definida como ausência 
de doença invasora e não-invasora na mama e nos linfonodos foi associada a 
uma SLR significativamente superior em comparação às outras.[22]  
Em uma análise de 12 estudos em terapia neoadjuvante, com dados de 
11.955 pacientes, Cortazar e colegas investigaram o potencial preditor de SLR e 
SG da RPC à quimioterapia neoadjuvante. A erradicação de doença invasora na 
mama e nos linfonodos (ypT0 ypN0 ou ypT0/is ypN0) foi associada a melhora na 
SLR (ypT0 ypN0: razão de risco, RR, de 0,44; IC95% 0,39-0,51; ypT0/is ypN0: 
RR de 0,48; IC95% 0,43-0,54) e SG (ypT0 ypN0: RR de 0,36; IC95% 0,30-0,44; 
ypT0/is ypN0: RR de 0,51; IC95% 0,45-0,58). Tal associação foi mais forte para 
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os tumores triplo-negativos e tumores HER2-positivos não-luminais-like. No 
entanto, não foi possível quantificar a associação entre a melhora da taxa de 
RPC e os desfechos a longo prazo [23]. Esse último achado pode ter algumas 
explicações. Em pacientes que apresentam intrinsicamente um melhor 
prognóstico, o aumento da taxa de RPC indicaria um benefício marginal. Além 
disso, nos estudos incluídos na análise observa-se a combinação de pacientes 
com tumores biologicamente distintos, como por exemplo tumores com forte 
sensibilidade à terapia endócrina, os quais já apresentam prognóstico favorável. 
Por fim, o benefício da adição de agentes terapêuticos em termos de aumento 
da taxa de RPC foi baixo na maioria dos estudos incluídos, exceto para a 
combinação de trastuzumabe. As taxas de RPC foram de 35% vs 15% para 
quimioterapia com e sem trastuzumabe, respectivamente, o que se traduziu em 
um aumento absoluto de 13% na sobrevida livre de eventos em cinco anos para 
as pacientes com RPC. Esses achados sugerem que aumento mais significativo 
na taxa de RPC é necessário para levar a mudança nos desfechos a longo 
prazo.[24] 
No estudo NSABP B-18, 1.523 pacientes com tumores operáveis foram 
aleatorizadas para serem submetidas a quimioterapia baseada em antraciclina 
antes ou após o tratamento cirúrgico. A taxa de cirurgia conservadora foi 
superior no grupo de mulheres que recebeu tratamento neoadjuvante (67,8% vs 
59,8%), mas a SLR e a SG foram semelhantes nos dois grupos. Um achado 
importante foi de que a ocorrência de resposta patológica completa (RPC) ao 
tratamento neoadjuvante foi associada a melhor SLR, embora esse achado 
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tenha adicionado pouca informação prognóstica ao que se obtinha com o 
tratamento adjuvante [25]. A análise desses dados com seguimento mediano de 
nove anos mostrou que se mantinha a semelhança entre os grupos em termos 
de SLR e SG , porém o benefício da obtenção de RPC tornou-se mais 
significativo (SG em nove anos: 85% para pacientes com RPC vs 73% para 
pacientes com resposta clínica completa mas doença invasora no espécime 
cirúrgico).[26] 
Posteriormente, foi avaliada a adição de taxanos à quimioterapia 
neoadjuvante baseada em antraciclinas, no estudo NSABP B-27. Nesse estudo, 
2.411 pacientes com tumores operáveis foram aleatorizadas para receberem 
quatro ciclos de AC seguidos de cirurgia, quatro ciclos de AC seguidos de quatro 
ciclos de taxano (AC-T) e então cirurgia, ou quatro ciclos de AC seguidos de 
cirurgia e quatro ciclos de taxano em adjuvância. A associação do taxano antes 
da cirurgia levou a aumento da taxa de resposta global (90,7% vs 85,5%; 
p<0,001), de RPC (26,1% vs 13,7%; p<0,001) e do número de pacientes com 
linfonodos negativos no espécime cirúrgico (58,2% vs 50,8%; p<0,001). Mas 
novamente não foi demonstrado benefício em termos de SG e SLR com o 
tratamento neoadjuvante em comparação ao adjuvante [27]. Com base nesses 
resultados, o esquema baseado em antraciclinas e taxanos é, hoje, amplamente 
empregado no tratamento neoadjuvante do carcinoma de mama.  
Na tentativa de aumentar as taxas de RPC e, assim, melhorar o 
prognóstico dessas pacientes, outras abordagens de tratamento quimioterápico 
foram estudadas. A associação de outros agentes com atividade comprovada no 
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cenário metastático, como capecitabina e gencitabina, ao esquema AC-T, não 
levou a melhora nas taxas de RPC, resposta clínica completa (RCC) e de 
cirurgia conservadora, mesmo com a adição de agentes que atuam na via da 
angiogênese, no caso o bevacizumabe [28,29]. O conhecimento da variabilidade 
fenotípica do carcinoma de mama formou a base para a realização de estudos 
que visaram avaliar a administração de quimioterapia neoadjuvante guiada pela 
resposta. No estudo GeparTrio, 2.090 pacientes receberam dois ciclos de 
esquema contendo antraciclina e taxano em combinação, seguidos de uma 
avaliação de resposta. As pacientes que apresentavam resposta foram 
aleatorizadas para receber mais quatro ou seis ciclos do mesmo esquema; 
aquelas cujo tumor não mostrou resposta foram aleatorizadas para receberem 
mais quatro ciclos do mesmo esquema ou quatro ciclos de um esquema 
contendo vinorelbine e capecitabina. Embora tenha sido demonstrado que a 
mudança do esquema no caso de não-resposta tenha resultado em melhora de 
SLR e que, nas pacientes com resposta, a adição de mais seis ciclos (vs quatro 
ciclos) também melhorou a SLR, não houve diferença em termos de RPC e nem 
na taxa de cirurgia conservadora [30]. Tal abordagem ainda é considerada 
investigacional. 
Em relação à quimioterapia neoadjuvante, ainda não somos capazes de 
predizer a resposta individual a determinados agentes, nem determinar qual a 
melhor droga em cada caso especificamente [31]. Alguns avanços, porém, foram 
feitos. No caso de tumores denominados triplo-negativos, ou seja, sem 
expressão de receptores hormonais e HER2, não há indicação de terapia 
 9 
endócrina e anti-HER2. Além disso, tais tumores associam-se a pior prognóstico 
quando comparados aos outros subtipos, embora tenham melhor resposta ao 
tratamento com quimioterapia [32,33]. A avaliação do emprego de platinas no 
tratamento neoadjuvante de pacientes com carcinoma de mama triplo negativo 
baseou-se na observação de resposta no contexto de doença metastática. A 
observação de que tumores triplo-negativos apresentam resposta ao uso de 
platinas na doença metastática levou ao delineamento de estudos em 
neoadjuvância. Von Minckwitz e colaboradores conduziram estudo no qual 
incluíram 315 pacientes com tumores triplo-negativos que foram submetidas a 
um curso inicial de quimioterapia baseada em antraciclinas e taxanos com 
bevacizumabe, seguido de aleatorização para receber ou não carboplatina 
semanal. Foi observado aumento significativo da taxa de RPC (53% vs 37%; 
odds ratio, OR, 1,94; IC95% 1,24-3,04), porém maior taxa de descontinuação de 
tratamento devido a toxicidade (49% vs 36%) [34]. Resultados semelhantes 
foram reportados por Sikov e colaboradores [35]. Pela maior toxicidade e pelo 
fato de ainda não existirem dados de prognóstico a longo prazo, incluindo o 
impacto em SLR e SG, o uso de platina no tratamento neoadjuvante do 
carcinoma de mama triplo-negativo ainda não está consolidado. 
A adição de trastuzumabe ao tratamento neoadjuvante do carcinoma de 
mama HER2-positivo levou a melhora dos desfechos clínicos. Em uma 
metanálise que incluiu dois estudos aleatorizados nos quais as pacientes foram 
tratadas com esquemas de quimioterapia baseados em antraciclinas e taxanos, 
as pacientes que receberam trastuzumabe apresentaram um aumento 
 10 
significativo na taxa de RPC (43% vs 20%; RR=2,07; IC95% 1,41-3,03) e na 
SLR (39% vs 26%; RR=0,67; IC95% 0,48-0,94), em comparação às que 
receberam apenas quimioterapia [36]. Além disso, a obtenção de RPC em 
pacientes com tumores HER2-positivos está associada a melhor SLR e SG [37].  
Outros agentes anti-HER2 também foram estudados no cenário 
neoadjuvante. O lapatinibe mostrou ser inferior ao trastuzumabe em termos de 
RPC, quando avaliado isoladamente em associação à quimioterapia, mas 
quando os dois agentes anti-HER2 foram combinados houve aumento da taxa 
de RPC, embora isso não tenha se traduzido em melhora do número de 
cirurgias conservadoras [38-40]. No estudo NeoALTTO, Baselga e 
colaboradores reportaram que a adição do lapatinibe à combinação de 
trastuzumabe e quimioterapia aumentou significativamente a taxa de RPC em 
20% [39]. Dois anos após essa publicação, a apresentação dos dados do estudo 
ALTTO levou a questionamentos quanto à capacidade de se prever os 
resultados no contexto adjuvante a partir dos resultados de estudos conduzidos 
na neoadjuvância, considerando-se o mesmo tratamento. No estudo ALTTO, 
Piccart-Gebhart e colaboradores avaliaram o papel da adição do lapatinibe ao 
trastuzumabe no tratamento adjuvante de pacientes com tumores HER2-
positivos. Nesse estudo, o lapatinibe foi associado a um aumento na SLR, 
porém sem atingir significância estatística (RR de 0,84; 0,70-1,02; p=0,048), o 
que contrasta com os resultados obtidos no estudo NeoALTTO [41]. Porém, 
diferenças metodológicas entre os dois estudos podem explicar esse contraste. 
Conforme ressalta DeMichele e colaboradores, o risco basal das pacientes nos 
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dois estudos é diferente, com SLR em quatro anos de 75% no NeoALTTO e de 
87% no ALTTO, o que pode refletir diferenças biológicas nos tumores que 
afetam sua resposta ao tratamento. Em comparação ao NeoALTTO, o estudo 
ALTTO incluiu maior porcentagem de pacientes sem acometimento linfonodal e 
de tumores positivos para receptores hormonais. Além disso, a determinação da 
RPC no NeoALTTO foi realizada antes da administração das antraciclinas, uma 
classe de drogas ativas na doença HER2-positiva, o que pode ter influenciado 
nos resultados obtidos com o lapatinibe. Finalmente, os autores se 
comprometeram a apresentar os dados com seguimento mediano de 4,5 anos, 
independente do número de eventos registrados; assim, até a apresentação do 
estudo haviam ocorrido apenas 555 eventos, de um total de 850 eventos 
necessários pelo cálculo inicial, o que reduz o poder estatístico do estudo.[42] 
Um caso marcante foi o do agente anti-HER2 pertuzumabe. Essa droga é 
um anticorpo monoclonal que inibe a dimerização dos receptores HER2, tendo 
um mecanismo de ação diferente do trastuzumabe. No contexto neoadjuvante, o 
pertuzumabe foi avaliado em dois estudos aleatorizados de fase II. No primeiro 
deles, NeoSphere, Gianni e colaboradores incluíram 417 pacientes que 
receberam um de quatro esquemas: docetaxel mais trastuzumabe, docetaxel 
mais trastuzumabe e pertuzumabe, trastuzumabe mais pertuzumabe, ou 
docetaxel mais pertuzumabe. As taxas de RPC foram, respectivamente, 29%, 
46%, 17% e 24%; a ocorrência de RPC foi mais frequente em tumores RE-
negativos, em comparação aos tumores RE-positivos. A adição do pertuzumabe 
não aumentou significativamente a toxicidade [43]. No segundo, TRYPHAENA, 
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223 pacientes receberam trastuzumabe e pertuzumabe associados a diferentes 
esquemas de quimioterapia, para avaliação de segurança cardíaca. A taxa de 
RPC variou entre 57% e 66%, sendo superior entre tumores RE-negativos (65% 
a 84% vs 46% a 50% em tumores RE-positivos)[44]. Com base nos resultados 
desses dois estudos e nos dados obtidos no tratamento no contexto metastático, 
e aguardando-se os dados de um estudo de adjuvância já iniciado, o Food and 
Drug Administration (FDA), nos EUA, concedeu, pela primeira vez, uma 
aprovação acelerada condicional para uso do pertuzumabe no tratamento 
neoadjuvante da doença HER2-positiva.[45] 
Com relação aos tumores que expressam receptores hormonais, o grupo 
denominado luminal, as taxas de resposta à quimioterapia neoadjuvante são 
inferiores quando comparadas às obtidas em tumores RE-negativos [27,46,47]. 
A taxa de RPC em tumores luminais submetidos a quimioterapia neoadjuvante é 
da ordem de 6% a 11%, porém o impacto prognóstico desse desfecho clínico 
não é significativo para a maioria dessas pacientes, especialmente aquelas com 
tumores classificados como luminais A-like.[22]  
Os tumores classificados como luminais A-like apresentam baixo índice 
de proliferação, determinado pela expressão de Ki67 (<14%), não possuem 
superexpressão/amplificação de HER2 e apresentam expressão de RP igual ou 
superior a 20%. Já os tumores chamados de luminais B-like são subdivididos em 
luminais B-like (HER2-negativos), caracterizados por expressão de Ki67 igual ou 
superior a 14% e/ou expressão de RP inferior a 20%; e luminais B-like/HER2-
positivos, com superexpressão/amplificação de HER2, independente do 
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resultado de expressão de Ki67 e RP. As pacientes com tumores luminais B-like 
apresentam prognóstico intermediário entre o de tumores luminais A-like e 
tumores HER2-positivo/receptores hormonais-negativos e triplo-negativos. Por 
isso, as pacientes com tumores luminais B-like comumente recebem 
quimioterapia, especialmente aquelas com tumores HER2-positivos, para as 
quais ainda não existem dados que permitam a omissão do emprego de agentes 
citotóxicos.[48] 
 A administração de tratamento adjuvante sistêmico, como quimioterapia e 
terapia endócrina, reduziu a mortalidade câncer-específica [7]. No entanto, o 
benefício da quimioterapia adjuvante em tumores RE-positivos é 
significativamente menor quando comparado ao obtido em pacientes com 
tumores RE-negativos. Berry e colaboradores combinaram dados de três 
estudos aleatorizados para comparar o benefício da quimioterapia adjuvante em 
relação ao status de RE, em pacientes com envolvimento nodal. Em uma 
amostra de mais de 6.600 pacientes, foi observado que o ganho em termos de 
SLR foi, em média, de 26% em tumores RE-positivos, em comparação a 55% 
em tumores RE-negativos. O aumento relativo na SG em cinco anos foi de 4,0% 
nas pacientes com tumores RE-positivos vs 16,7% naquelas com tumores RE-
negativos.[49] 
Considerando-se essa menor resposta à quimioterapia e o benefício da 
terapia endócrina no tratamento adjuvante de carcinomas luminais de mama 
HER2-negativos [50], a terapia endócrina neoadjuvante configura-se em uma 
alternativa para esse grupo de pacientes. O emprego do tamoxifeno em 
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mulheres idosas com contraindicação a outras modalidades de tratamento levou 
às primeiras informações sobre o benefício dessa estratégia [51,52]. 
Posteriormente, estudos que compararam o uso de tamoxifeno com ou sem 
cirurgia mostraram que, embora a adição de cirurgia tenha melhorado o controle 
local, a SG era semelhante quando se comparava pacientes tratadas com 
tamoxifeno isoladamente vs cirurgia seguida de tamoxifeno [53,54]. Esses 
resultados deram base ao desenvolvimento de estudos com inibidores de 
aromatase e com a inclusão de pacientes pós-menopausadas mais jovens. Em 
uma metanálise que incluiu quatro estudos comparando o tratamento endócrino 
neoadjuvante com inibidor de aromatase vs tamoxifeno, Seo e colaboradores 
observaram que os inibidores de aromatase foram associados a maior taxa de 
resposta clínica objetiva (RR=1,29; IC95% 1,14-1,47; p<0,001) e de cirurgia 
conservadora (RR=1,36; IC95% 1,16-1,59; p<0,0001).[55] 
Semiglazov e colaboradores conduziram estudo de fase II no qual 
aleatorizaram 239 pacientes com carcinomas de mama com expressão de 
receptores hormonais para receberem tratamento neoadjuvante com inibidor de 
aromatase (letrozol ou anastrozol) ou quimioterapia baseada em antraciclina e 
taxano, por três meses, seguido de tratamento cirúrgico. Não foram observadas 
diferenças em termos de resposta clínica objetiva, tempo até obtenção de 
resposta e RPC. Foi observada uma tendência a maior taxa de cirurgia 
conservadora no grupo tratado com inibidores de aromatase (33% vs 24%; 
p=0,058). Efeitos adversos foram mais comuns e de maior intensidade entre as 
pacientes tratadas com quimioterapia [56]. Em outro estudo, 95 pacientes com 
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carcinoma luminal HER2-negativo foram aleatorizadas para receberem 
tratamento neoadjuvante com quimioterapia baseada em antraciclina ou 
exemestane. Pacientes pré-menopausadas representaram mais de 50% da 
amostra e, no caso de alocação para o grupo do exemestane, elas recebiam 
também goserelina. Entre as pacientes na pré-menopausa, a quimioterapia foi 
associada a maior taxa de resposta clínica (66% vs 48%; p=0,075); no entanto, 
entre as pacientes com tumores apresentando baixa expressão de Ki67 (<10%), 
a taxa de resposta foi semelhante entre as que receberam quimioterapia e 
tratamento endócrino [57].  
Assim, os tumores luminais, especialmente luminais A-like, são 
caracterizados por boa resposta ao tratamento endócrino e menor resposta à 
quimioterapia, mesmo no contexto neoadjuvante. No entanto, algumas pacientes 
com tumores luminais apresentam pior prognóstico e derivariam maior benefício 
do tratamento quimioterápico. As questões que se impõem são: como identificar 
essas pacientes e como selecionar o melhor tratamento em cada caso. Uma 
possível estratégia envolve o emprego dos biomarcadores.  
O Ki67 foi descrito no início da década de 1980, como sendo uma 
proteína nuclear, não-histona, em um laboratório da Universidade de Kiel, 
Alemanha, de onde se originou seu nome. O número 67 refere-se à posição do 
clone identificado na placa com 96 orifícios. Seu papel exato ainda não foi 
esclarecido, mas sabe-se que o Ki67 encontra-se expresso em todas as fases 
do ciclo celular, com exceção da fase G0, ou de repouso, atingindo pico de 
expressão durante a mitose, sendo considerado um marcador de proliferação 
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celular. Além disso, os estudos mostram que o Ki67 apresenta boa correlação 
com parâmetros de grau tumoral.[58] 
O consenso de Saint Gallen, publicado em 2013, recomenda o emprego 
do Ki67 para a diferenciação entre tumores luminais A e luminais B, com um 
ponto de corte sugerido de 14%, sendo esse parâmetro incluído no processo 
decisório quanto ao tratamento sistêmico das pacientes com carcinoma de 
mama [48]. A escolha desse biomarcador se baseou no fato de que quando 
comparadas as assinaturas genéticas por microarranjo de tumores luminais A e 
B, a principal diferença entre os dois grupos em termos biológicos foi a 
expressão de genes relacionados à proliferação celular [59,60].  
Em 2010, foram publicadas recomendações para avaliação do Ki67 no 
carcinoma de mama, por um painel de especialistas. Reconheceu-se o potencial 
papel do Ki67 tanto no contexto de estudos clínicos quanto na prática clínica, 
porém não foi possível chegar a um consenso quanto ao melhor ponto de corte 
para definição de tumores com alta taxa vs baixa taxa de proliferação, já que os 
valores empregados nos estudos eram muito variáveis [61]. Duas metanálises 
avaliaram o valor prognóstico do Ki67 no carcinoma de mama. Stuart-Harris e 
colaboradores avaliaram 85 estudos, totalizando 32.825 pacientes, em busca de 
evidências quanto à correlação entre marcadores de proliferação celular e 
desfechos de sobrevida em pacientes com carcinoma de mama. O Ki67 foi 
avaliado em 43 desses estudos e, na análise multivariada, expressão 
aumentada desse biomarcador foi associada a menor SG e SLR [62]. Na 
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metanálise de Azambuja e colegas, que incluiu 46 estudos e mais de 12.000 
pacientes, os resultados foram semelhantes.[63] 
No entanto, destaca-se a importante heterogeneidade quanto à 
metodologia empregada nos estudos, o que gera inconsistências em termos de 
fatores pré-analíticos, analíticos e de interpretação. A tabela 1 ilustra a 
variabilidade nos pontos de corte para Ki67 adotados em diferentes estudos. 
 
Tabela 1. Sumário de estudos clínicos em carcinoma de mama e os respectivos 
pontos de corte empregados para Ki67 
Estudos (Ref) Pacientes Técnica/Anticorpo Ponto de Corte 
Bonnefoi et al (66) n=179 IHC/MIB-1 ≥20% 
Pennault-Llorca 
(67) 
n=1.190 IHC/MIB-1 >20% 
Motollese et al (68) n=157 IHC/policlonal >10% 
Viale et al (69) n=1.924 IHC/MIB-1 >19% 
Michalides et al 
(70) 
n=394 IHC/MIB-1 >5% 
Viale et al (71) n=2.685 IHC/MIB-1 >11% 
MacGrogan et al 
(72) 
n=128 IHC/MIB-1 >40% 
Bottini et al (73) n=210 IHC/MIB-1 três grupos: <10%; 
11-29%; >30% 
Generali et al (74) n=114 IHC/MIB-1 ≥10% 
Von Minckwitz et al 
(75) 
n=196 IHC/MIB-1 três grupos: baixo, 
0-15%; médio, 16-
30%; elevado, 31-
100% 
Ref: referência; IHQ: imuno-histoquímica; MIB-1: anticorpo monoclonal de rato anti-Ki67 
humano 
Adaptada de Luporsi et al (76) 
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Em um estudo que teve como objetivo avaliar a reprodutibilidade da 
avaliação do Ki67 em grandes laboratórios de vários países, observou-se 
apenas moderada concordância entre os laboratórios. Os autores concluíram 
que, devido à limitada validade analítica, a adoção de pontos de corte de Ki67 
obtidos em outro laboratório só poderá ser recomendada após a padronização 
da metodologia de leitura do exame [64]. Assim, o consenso da American 
Society of Clinical Oncology (ASCO) não recomenda o uso do Ki67 para 
avaliação de prognóstico em pacientes com câncer [65].  
Em uma coorte de 357 pacientes com carcinoma de mama, Cheang e 
colaboradores procederam à classificação por perfil de expressão gênica. Na 
diferenciação entre tumores luminais A-like e B-like, eles encontraram um ponto 
de corte de 13,25% para o Ki67 determinado por imuno-histoquímica, com uma 
sensibilidade de 72% e especificidade de 77%. A partir desses resultados, e 
para garantir uma melhor avaliação visual, os autores propuseram categorizar os 
tumores luminais A-like quando o percentual de células que expressam Ki67 for 
inferior a 14% e os luminais B-like quando for igual ou superior a 14%. Quando 
esses achados foram aplicados a uma coorte independente de 4.046 pacientes 
com carcinoma de mama, dos quais 2.847 eram luminais, a sobrevida câncer-
específica em 10 anos foi de 92% para aquelas classificadas como luminais A-
like e 79% para luminais B-like e 78% para luminais/HER2-positivos (p<0,001 
para todas as análises). Em comparação às pacientes com tumores luminais A-
like, aquelas com tumores luminais B-like apresentaram maior risco de recidiva 
(razão de risco, RR, de 1,6; IC95% 1,0-2,5) e morte (RR de 2,1; IC95% 1,2-3,8). 
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Além disso, no subgrupo de pacientes que receberam apenas terapia endócrina 
no contexto adjuvante, a sobrevida câncer-específica em 10 anos foi de 79% 
para tumores luminais A-like e de 64% para tumores luminais B-like (p<0,001). 
Tumores luminais B-like apresentaram um risco 1,5 vezes maior de recaída e 
morte, quando comparados aos luminais A-like [77]. Com base nesse estudo, o 
valor de 14% foi o recomendado no consenso de St Gallen de 2013. 
Tamaki e colaboradores publicaram recentemente um estudo no qual 
incluíram 408 pacientes com carcinoma de mama e avaliaram a correlação entre 
a expressão de Ki67, RE e HER2 e o grau histológico, bem como analisaram 
SLR e SG de acordo com o Ki67 ao diagnóstico. Além de terem observado 
diferença significativa na expressão de Ki67 de acordo com o status de RE e 
HER2, o Ki67 foi identificado como preditor independente de SG (RR de 39,12; 
p=0,031) e SLR (RR de 10,85; p=0,011) nos tumores RE-positivos/HER2-
negativos. Foram conduzidas análises de vários pontos de corte de Ki67 para 
diferenciação entre tumores luminais A-like e luminais B-like, sendo 
recomendado um ponto de corte entre 20% e 25%, com base nos dados de 
SLR.[78] 
O papel preditor de resposta à quimioterapia neoadjuvante ainda não está 
claro, embora tenha sido avaliado em alguns estudos. Sueta e colaboradores 
avaliaram os preditores de RPC após quimioterapia neoadjuvante em pacientes 
com carcinoma de mama (n=121) que receberam antraciclinas com ou sem 
taxanos. O Ki67 foi o único preditor de RPC entre tumores RE-positivos, com um 
OR de 6,24 (IC95% 1,40-27,7). Entre as pacientes com tumores luminais, a 
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média de Ki67 inicial foi de 43% entre as que obtiveram RPC e de 29% entre as 
com resposta parcial. Foi identificado um ponto de corte de 35% para 
diferenciação entre tumores luminais com maior chance de RPC, com uma 
sensibilidade de 81,8% e especificidade de 63,6% [79].  
Achados semelhantes foram reportados por Horimoto e colaboradores. 
Nesse estudo, 114 pacientes portadoras de tumores luminais/HER2-negativos 
foram tratadas com quimioterapia neoadjuvante com esquema baseado em 
antraciclinas com ou sem taxanos. A taxa global de RPC foi de 10%, tendo sido 
mais elevada em tumores RP-negativos em comparação a tumores RP-
positivos. O Ki67 foi analisado como variável contínua, e valores mais elevados 
foram associados a maior taxa de RPC. O melhor ponto de corte de Ki67 para 
diferenciação entre tumores com e sem RPC foi determinado por análise da 
curva ROC (Receiver Operating Characteristic), tendo sido obtido um valor de 
35%, com sensibilidade de 79% e especificidade de 73% [80]. Ponto de corte 
semelhante, entre 36% e 40%, para predição de RPC após quimioterapia 
neoadjuvante em tumores luminais/HER2-negativos foi encontrado em estudo 
conduzido por Fasching e colegas.[81] 
Ao avaliar os possíveis parâmetros de não-resposta à quimioterapia 
neoadjuvante, em 490 pacientes com carcinoma de mama, Balmativola e 
colaboradores observaram que o grupo de pacientes sem resposta era menos 
frequentemente caracterizado por alto grau histológico, e se encontrava mais 
comumente tumores RE-positivos, RP-positivos e HER2-negativos. A taxa de 
RPC foi de apenas 3% entre os tumores luminais A-like, mas chegou a 16% 
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entre os luminais B-like. O valor médio do Ki67 no grupo de pacientes que 
respondeu ao tratamento foi de 38,4%, em comparação a 27,9% entre as não-
respondedoras. O ponto de corte calculado para classificação desses dois 
grupos foi de 18%, com sensibilidade de 47% e especificidade de 77%; esse 
ponto de corte não exibiu poder discriminatório nos tumores HER2-positivos e 
triplo negativos, sugerindo que talvez o Ki67 tenha efeito preditivo mais 
significativo nos tumores menos agressivos de acordo com outros critérios de 
prognóstico [82]. De fato, Jones e colegas, em estudo com 175 pacientes com 
carcinoma de mama sem expressão de receptores hormonais, observaram que 
o Ki67 pré-tratamento não foi preditor de RPC e nem de resposta clínica [83]. No 
entanto, outros estudos sugeriram que o Ki67 também teria papel preditor de 
resposta à quimioterapia em tumores sem expressão de receptores 
hormonais.[84,85] 
No estudo GeparTrio, Denkert e colaboradores avaliaram 1.166 amostras 
de biopsia por agulha grossa para analisar diferentes pontos de corte para Ki67 
em relação a RPC, SLR e SG. O seguimento mediano foi de 82,4 meses para 
SLR e de 91 meses para SG. Os pesquisadores empregaram um algoritmo para 
achado de pontos de corte disponível gratuitamente online (Cuttoff Finder), 
tendo sido identificados vários valores estatisticamente significativos para cada 
desfecho. Com base em dados de estudos prévios, eles optaram por dividir as 
pacientes em três grupos, de acordo com  Ki67: baixo (≤15%), intermediário 
(15,01% a 35%) e alto (>35%). Entre as pacientes que apresentaram RPC, 4,2% 
apresentavam Ki67 inicial baixo, 12,8% intermediário e 29,0% alto. O subgrupo 
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de tumores luminais foi o único no qual o Ki67 pré-tratamento foi preditor 
independente de SLR e SG; já nas pacientes sem RPC, Ki67 elevado foi preditor 
de pior prognóstico em termos de SLR e SG. Um achado interessante foi de 
que, nas pacientes com RPC, o achado de Ki67 elevado pré-tratamento foi 
associado a melhor SLR e SG.[86] 
Outro parâmetro estudado em relação a prognóstico e resposta no 
carcinoma de mama é a expressão de Ki67 encontrada durante e após 
tratamento neoadjuvante. Assersohn e colegas avaliaram pacientes submetidas 
a quimioterapia, terapia endócrina ou a combinação das duas modalidades 
antes do tratamento cirúrgico. As pacientes que receberam cada modalidade 
isoladamente apresentaram diferentes padrões de mudança na expressão de 
Ki67, após duas a três semanas de tratamento, quando comparados os tumores 
com resposta clínica parcial/completa e as que não tiveram resposta [87].  
O Ki67 determinado após o término do tratamento neoadjuvante foi 
identificado como marcador de prognóstico em termos de SLR e SG em 
diferentes estudos. Jones e colaboradores avaliaram 103 pacientes que 
receberam tratamento neoadjuvante com quimioterapia isolada ou combinada a 
terapia endócrina. O Ki67 pós-tratamento foi o único fator de prognóstico para 
SLR e SG [88]. Em outro estudo, a adição da expressão de Ki67 após 
tratamento neoadjuvante aos critérios de doença residual (Residual Cancer 
Burden - RCB) aumentou a acurácia para predição de SLR e SG [89]. Tal papel 
prognóstico foi corroborado por outros autores [90,91].  
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Em outra análise dos dados do estudo GeparTrio, von Minckwitz e 
colaboradores avaliaram o impacto prognóstico e preditivo do Ki67 determinado 
após a quimioterapia neoadjuvante. Foram incluídas 1.151 pacientes, com um 
seguimento mediano de 5,2 anos, sendo 488 pacientes com Ki67 considerado 
baixo (≤15%) na amostra de tumor residual. Ki67 elevado ou intermediário foi 
associado a elevação do risco de recaída e morte, em comparação a Ki67 baixo, 
sendo o risco de recaída aumentado principalmente nos primeiros três anos. As 
pacientes com tumores luminais, cujas lesões residuais exibiam Ki67 baixo 
apresentaram prognóstico semelhante às que tiveram RPC. Além disso, a 
conversão de Ki67 pré-tratamento elevado para valores baixos após o mesmo 
apresentaram melhor prognóstico do que aquelas com valores iniciais baixo e 
intermediário. A adição do Ki67 pós-tratamento aos modelos de predição de 
risco melhorou a acurácia dos mesmos em pacientes com tumores luminais. 
Esses resultados apontam para a importância dos conceitos de resposta 
farmacodinâmica persistente e resistência precocemente adquirida. A avaliação 
pós-operatória do Ki67 poderia auxiliar a identificar aquelas pacientes nas quais 
seriam necessárias estratégias adicionais de tratamento adjuvante, visando 
redução de risco.[92] 
Em resumo, o delineamento de estudos em tratamento neoadjuvante do 
carcinoma de mama é viável e permite a obtenção de resultados em um 
intervalo curto de tempo, com inclusão de menor número de pacientes, quando 
se compara aos estudos em adjuvância. Além disso, os desfechos obtidos após 
o tratamento neoadjuvante são importantes do ponto de vista de prognóstico, 
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pelo menos em alguns subtipos tumorais.  Existem evidências de que o Ki67 
está associado de forma consistente à proliferação celular e ao grau histológico 
do tumor, sendo um biomarcador de fácil acesso na prática clínica, apesar de 
existir importante variação interlaboratorial em sua avaliação. É um potencial 
preditor de resposta ao tratamento quimioterápico neoadjuvante e também de 
prognóstico quando determinado após esse tratamento, especialmente em 
tumores luminais. Como esses tumores tendem a apresentar menor resposta à 
quimioterapia e podem ser tratados com terapia endócrina, menos tóxica e com 
eficácia comparável, o Ki67 pode ser uma importante ferramenta no processo 
decisório de quais pacientes poderiam ser poupadas da quimioterapia. 
Diante disso, pretendemos avaliar a relação entre a expressão de Ki67 ao 
diagnóstico do carcinoma de mama com a expressão de receptores hormonais e 
a resposta clínica e patológica à quimioterapia neoadjuvante, bem como os 
efeitos do tratamento sobre a expressão desse biomarcador e dos receptores 
hormonais em amostras obtidas de tumores residuais após a cirurgia. 
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2. Objetivos 
2.1. Geral 
Avaliar a relação entre a expressão à imuno-histoquímica de Ki67, 
receptores hormonais e HER2, tipo e grau histológicos dos tumores, bem como 
características clínicas da paciente com a resposta clínica e patológica após a 
quimioterapia neoadjuvante para o carcinoma luminal de mama. 
 
2.2. Específicos 
2.2.1. Avaliar a associação entre a resposta à quimioterapia neoadjuvante e: 
2.2.1.1. Expressão de Ki67, receptores hormonais e HER2 à imuno-
histoquímica 
2.2.1.2. Características morfológicas do tumor e dados clínicos das 
pacientes 
2.2.1.3. Tratamento cirúrgico 
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3. Capítulo 
 
Introduction 
Breast cancer is a heterogeneous disease, with different patterns of gene 
expression that determine the characterization of at least four subtypes with 
different prognosis and response to treatment [1,2]. Predictive and prognostic 
markers such as lymph node involvement, expression of estrogen (ER) and 
progesterone (PR) receptors, and overexpression/amplification of HER2 have 
been identified in the literature and are used routinely, but they have only limited 
power in the individualized determination of prognosis and choice of therapeutic 
agents. 
The administration of preoperative treatment permits the direct 
observation of tumor behavior and the study of potential biomarkers of 
therapeutic response and prognosis in a relatively short time and with few 
patients. Most such studies have evaluated the use of chemotherapy and 
targeted therapies, such as trastuzumab for HER2-positive tumors, with regards 
to clinical response rate and pathologic complete response (PCR), the latter 
being an independent prognostic factor in some patients [3-6]. 
Data concerning preoperative endocrine therapy is scarce and refers 
mainly to postmenopausal women. In studies comparing preoperative 
chemotherapy and endocrine therapy, although the mean time to achieve a 
clinical response was similar, chemotherapy was associated with a higher rate of 
PCR, but also with more toxicity and fewer patients undergoing breast 
conserving surgery [7,8]. 
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In fact, the rate of PCR to chemotherapy in tumors expressing hormone 
receptors is only 6% to 11%, and the prognostic impact of clinical outcome is less 
clear for these patients, especially luminal A-like tumors (ER + / PR + / HER2-
negative / Ki67 <14%) [9,10]. On the other hand, it has been established that 
some patients with tumors expressing hormone receptors have a worse 
prognosis and so are able to benefit from chemotherapy. This is the case for 
HER2-positive tumors, for which the standard therapy consists in chemotherapy 
associated to the monoclonal antibody trastuzumab. Among patients with ER-
positive/HER2-negative tumors, the identification of those who would benefit from 
chemotherapy is a challenge. 
The Ki67 is a nuclear protein, which is expressed in all cell cycle phases 
except the resting phase and is a marker of cell proliferation [10]. In tumors 
expressing hormone receptors, analysis of the genetic signature identifies two 
subgroups, namely luminal A-like and luminal B-like tumors, whose difference 
lies in the increased expression of genes associated with cell proliferation, and 
the expression of Ki67 reflects this difference [11-13]. 
This marker has therefore been studied as a predictor of response and 
prognosis in patients undergoind preoperative endocrine therapy [14-16]. With 
respect to chemotherapy, the role of Ki67 is not yet clear, although some studies 
suggest that it is a predictive biomarker for PCR in ER-positive tumors [5,17,18]. 
Thus, Ki67 is a biomarker with the potential to be used in the selection of patients 
with luminal tumors who would most benefit from preoperative chemotherapy. 
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The aim of our study was to evaluate the relationship between the proteic 
expression of Ki67, ER, PR and HER2 in the diagnosis of luminal breast cancer 
and the clinical and pathologic response to preoperative chemotherapy. An 
additional aim was to establish a Ki67 cut-off in order to identify responders to 
treatment. 
 
Patients and Methods 
This study is a retrospective cohort study, which was conducted at the 
Prof José Aristodemo Pinotti Women's Hospital, State University of Campinas 
(CAISM/UNICAMP). The study was approved by the Research Ethics Committee 
of the Faculty of Medical Sciences (FCM) at UNICAMP (CEP 1246/2009). 
 
Patients 
We selected 120 patients, with a total of 131 luminal breast cancers, who 
received preoperative chemotherapy at our hospital in 2013 and 2014 before 
undergoing surgery. Cases of abandonment of treatment, use of preoperative 
endocrine therapy and where it was not possible to recover the original paraffin 
blocks of thick needle biopsy were excluded. 
 
Treatment and response evaluation 
In 113 cases, the administered chemotherapy consisted of AC (A: 
doxorubicin 60 mg/m2; C: cyclophosphamide 600 mg/m2) every 21 days, followed 
by a taxane (paclitaxel 175 mg/m2 or docetaxel 75 mg/m2) every 21 days, or the 
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reverse. Four patients received only the AC scheme for six cycles and two 
taxane for only four cycles. One patient received five cycles of CMF (C: 
cyclophosphamide 600 mg/m2; M: methotrexate 40 mg/m2, F: 5-fluorouracil 600 
mg/m2) followed by four cycles of AC and four cycles of taxane. Trastuzumab 
was administered to six patients among those with HER2-positive tumors. The 
clinical response to chemotherapy in terms of the primary tumor and metastatic 
lymph nodes was assessed by two-dimensional measurement of the largest 
diameter in all cycles and was classified as follows: partial, in cases of 
incomplete reduction compared to the initial staging; complete absence of 
palpable lesion; progression, growing lesion; stable disease, maintained 
dimensions. 
 
Histology 
Paraffin blocks and slides were retrieved from the archive of the 
Department of Pathology, FCM/UNICAMP, and were analyzed in the 
Experimental Pathology Laboratory (LAPE) of CAISM. We analyzed the material 
obtained from core biopsies for the initial diagnosis and surgical specimens from 
mastectomy or conservative surgery, both fixed in buffered formalin and 
embedded in paraffin. The histological classification, was made by a pathologist 
according to the criteria of the World Health Organization (WHO) [19]. The 
determination of the histological grade was made according to the modified 
Bloom-Richardson system [20]. Pathological response to preoperative 
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chemotherapy was defined as the absence of invasive disease in the surgical 
specimens from the breast and axilla surgical specimens [21]. 
Immunohistochemistry was used to evaluate the proteic expression of ER 
(clone 1D5 1: 1000, Dako), PR (clone PgR 636 1: 800, Dako), HER2 (Clone 
PN2A 1: 1100) and Ki67 (clone MIB1 1: 500, Dako), according to standard 
protocols. Internal and external positive and negative controls were used to 
validate the reactions. The slides were analyzed by an experienced pathologist 
who was blinded to the treatment administered and clinical response obtained. 
Nuclear staining was seen for ER, PR and Ki67. The result for ER and PR was 
considered positive if at least 1% of the nuclei stained, and we also evaluated the 
intensity of staining [22]. The expression of Ki67, as a percentage, was 
determined after the selection of hot spots and calculation of the average value 
[23]. The HER2 expression score was defined according to the following: score 
0, no staining in invasive tumor cells or membrane staining in ≤10% of invasive 
cancer cells; score 1+ incomplete weak membrane staining barely perceptible in 
more than 10% of invasive cancer cells; score 2+ weak to moderate membrane 
staining in more than 10% of invasive tumor cells; and score 3+, strong complete 
membrane staining and in more than 10% of invasive tumor cells [24]. Cases 
with an HER2 score of 2+ according to immunohistochemistry were referred to 
perform in situ hybridization (ISH). Quantification was achieved by the 
relationship between HER2 and CEP-17, and a result with a ratio higher than 2.0 
was considered positive. Polysomy of chromosome 17 was seen in the presence 
of three or more zip-17 signals by more than 6% of the tumor cells [25]. 
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Surrogate definitions of intrinsic subtypes of breast cancer 
The classification of luminal tumors was conducted based on the results 
of immunohistochemistry and in accordance with the criteria set during the 13th 
St. Gallen International Breast Cancer Conference [26]. Luminal A-like tumors 
were those with ER-positive, PR-positive in 20% or more of the nuclei, HER2-
negative and Ki67 <14%. Luminal B-like (HER2-negative) tumors were those with 
ER-positive and HER2-negative and one or more of the following: PR-negative or 
staining of less than 20% of the nuclei, Ki67 ≥14%. Luminal B-like (HER2-
positive) tumors were those with overexpressed or amplified HER2, regardless of 
the results of PR and Ki67. 
 
Statistical analysis 
The comparison between demographic and clinical characteristics 
according to the status of the clinical and pathological response was determined 
by chi-square test or Fisher's exact test in the case of categorical variables, and 
by ANOVA or Mann-Whitney test for continuous variables. Univariate and 
multivariate logistic regression analyses were used to evaluate the association 
between potential predictors and response to treatment. ROC curves were 
constructed to evaluate the predictive power of Ki67 and the intensity of 
expression of hormone receptors in relation to the clinical and pathological 
response. The tests were performed using SAS version 9.4 (SAS Institute Inc., 
Cary, USA). All tests were two-tailed. 
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Results 
Table 1 details the characteristics of the patients. Complete clinical 
response to chemotherapy was observed in 52/131 (39.7%) tumors and partial 
response/stable disease in 79/131 (60.3%) tumors. Premenopausal patients, 
histological grade III tumors and a high Ki67 expression index were more likely to 
involve complete tumor clinical response (p <0.05 for all). The expression of ER 
and PR as a dichotomous variable employing the 1% cut-off point was not 
correlated with the clinical complete response. However, when analyzing the 
percentage of expression of these receptors as a continuous variable using a 
median 40% as the cut-off point, tumors with ER expression equal to or above 
40% showed an increased probability of tumor complete clinical response (odds 
ratio, OR, 2.14; 95% CI 1.05 to 4.35; p = 0.03). 
The variables with a statistically significant association with complete 
tumor clinical response in the non-adjusted analysis were included in the 
multivariate logistic regression model. As shown in Table 2, histological grade III 
(OR 2.92, 95% CI 1.07 to 7.98; p = 0.04), premenopausal status (OR 9.05, 95% 
CI 2.01 to 40, 87, p = 0.004) and a Ki67 expression index equal to or higher than 
the median 20% (OR = 2.71, 95% CI 1.04 to 6.99; p = 0.04) increased the 
probability of obtaining complete clinical response. In this model, the predictive 
power of RE expression lost its statistical significance (OR 2.29, 95% CI 0.94 to 
5.55; p = 0.06). Patients with clinical complete response were more likely to be 
submitted to breast conserving surgery (p=0,005). 
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Table 1. Baseline characteristics of the patients according to the clinical and pathological  
 
Characteristic All  Clinical tumoral 
complete response 
 
p 
Pathological complete response  
p 
  yes 
n (%) 
no 
n (%) 
 yes 
n (%) 
no 
n (%) 
 
 n=120 n=56 n=73  n=8 n=123  
Age, median in years 49,0 47,0 52,0 0,03
3 
43,0 50,0 0,13
1
 
Menopausal status 
Pre-menopausal 
Post-menopausal 
 
72 (55,0) 
59 (45,0) 
 
41 (57,7) 
15 (26,0) 
 
30 (42,3) 
43 (74,0) 
 
0,0003
2 
 
6 (75,0) 
2 (25,0) 
 
66 (53,7) 
57 (46,3) 
 
0,29
2
 
Stage 
IA-IIA 
IIB 
IIIA 
IIIB-C 
 
24 (18,3) 
33 (25,2) 
30 (22,9) 
44 (33,6) 
 
14 (25,0) 
14 (25,0) 
16 (28,6) 
12 (21,4) 
 
9 (12,4) 
19 (26,0) 
13 (17,8) 
32 (43,8) 
 
0,26
4 
 
2 (25,0) 
0 (0) 
6 (75,0) 
0 (0) 
 
22 (17,9) 
33 (26,8) 
24 (19,5) 
44 (35,8) 
 
0,0006
2 
Clinical basal T stage 
T2 
T3 
T4 
 
51 (40,8) 
31 (24,8) 
43 (34,4) 
 
25 (47,2) 
16 (30,2) 
12 (22,6) 
 
26 (36,1) 
15 (20,8) 
31 (43,1) 
 
0,29
4
 
 
3 (37,5) 
5 (62,5) 
0 (0) 
 
48 (41,0) 
26 (22,2) 
43 (36,8) 
 
0,013
2
 
Clinical basal N stage 
N0 
N1 
N2-3 
 
38 (29,0) 
67 (51,2) 
26 (19,8) 
 
20 (35,7) 
26 (46,4) 
10 (17,9) 
 
18 (24,7) 
40 (54,8) 
15 (20,5) 
 
0,24
4
 
 
2 (25,0) 
4 (50,0) 
2 (25,0) 
 
36 (29,3) 
63 (51,2) 
24 (19,5) 
 
1,00
2
 
Histological grade 
I-II 
III 
 
94 (73,4) 
34 (26,6) 
 
35 (62,5) 
21 (37,5) 
 
59 (84,3) 
11 (15,7) 
 
0,009
4
 
 
0 (0) 
8 (100) 
 
94 (78,3) 
26 (21,7) 
 
<0,0001
2
 
Histological subtype 
Ductal 
Lobular 
Mixed 
 
112 (86,8) 
9 (7,0) 
8 (6,2) 
 
48 (85,7) 
3 (5,4) 
5 (8,9) 
 
62 (87,3) 
6 (8,5) 
3 (4,2)  
 
0,79
2 
 
8 (100) 
0 (0) 
0 (0) 
 
104 (86) 
9 (7,4) 
8 (6,6) 
 
0,59
2 
ER status 
Negative 
Positive (≥ 1%) 
 
2 (1,5) 
129 (98,5) 
 
2 (3,6) 
54 (96,4) 
 
0 (0) 
73 (100) 
 
0,18
2 
 
0 (0) 
8 (6,2) 
 
2 (100) 
 121 (93,8) 
 
 
0,88
2 
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PR status 
Negative 
Positive (≥ 1%) 
 
 
 
19 (14,5) 
112 (85,5) 
 
11 (19,6) 
45 (80,4) 
 
8 (11,0) 
65 (89,0) 
 
0,25
4 
 
2 (25,0) 
6 (75,0) 
 
17 (13,8) 
106 (86,2) 
 
0,33
2 
HER2 status 
Negative 
Positive 
 
96 (73,9) 
34 (26,1) 
 
37 (67,3) 
18 (32,7) 
 
57 (78,1) 
16 (21,9) 
 
0,24
4
 
 
3 (37,5) 
5 (62,5) 
 
93 (76,2) 
29 (23,8) 
 
0,03
2 
Pretreatment Ki67 index 
<14% 
≥14% 
 
35 (28,2) 
89 (71,8) 
 
7 (14,0) 
43 (86,0) 
 
27 (37,0) 
46 (63,0) 
 
0,009
4
 
 
0 (0) 
8 (9,0) 
 
35 (100) 
81 (91,0) 
 
0,06
2 
Intrinsic subtype non-HER2 
Luminal A 
Luminal B-nãoHER2 
 
21 (16,4) 
76 (59,4) 
 
1 (2,6) 
38 (97,4) 
 
19 (33,3) 
38 (66,7) 
 
0,0007
4
 
 
0 (0) 
4 (5,3) 
 
21 (100) 
72 (94,7) 
 
0,57
2 
ER: estrogen receptor; PR: progesteron receptor; HER2: human epidermal growth factor receptor 2 
1
ANOVA; 
2
Fisher exact test; 
3
Mann-Whitney; 
4
chi-square 
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Table 2. Multivariate logistic regression of the preditors of clinical tumoral complete 
response 
Characteristic odds ratio (IC95%) p 
Histological grade: III vs I-II 2,92 (1,07-7,98) 0,04 
Menopausal status: pre vs post 9,05 (2,01-40,87) 0,004 
Pretreatment Ki67 index: ≥20% vs <20% 2,71 (1,04-6,99) 0,04 
Percentual expression of ER: ≥40% vs <40% 2,29 (0,94-5,55) 0,006 
IC95%: 95% confidence interval; ER: estrogen receptor 
 
The overall PCR rate was 6.11% (n = 8). No patient with luminal A-like 
tumors presented PCR, while the rates were 5.26% (4/76) and 12.9% (4/31) for 
luminal B-like (HER2-negative) and luminal B-like (HER2-positive), respectively. 
In the unadjusted analysis of PCR predictors, a high histological grade (III vs I / 
II) for HER2 positive status and early stage T2/T3 vs T4 were significantly 
correlated to PCR (p <0.05 for all). The positivity for HER2 increased the 
likelihood of achieving PCR fivefold (OR 5.34, 95% CI 1.20 to 23.73; p = 0.028), 
although it was not possible to evaluate the effect of trastuzumab in this outcome 
due to the small number patients receiving the drug (n = 6). We found no 
association between pretreatment Ki67 index and PCR (p = 0.29) when all the 
patients were included in the analysis, even after the exclusion of HER2-positive 
tumors (p = 0.06). In the multivariate analysis, we found no independent predictor 
of PCR in our sample (data not shown). 
To identify the cut-off point of pretreatment Ki67 expression able to 
differentiate patients with complete clinical response, an analysis of the ROC 
curve was performed (Figure 1). The area under the curve (AUC) was 0.660 
(95% CI 0.563 to 0.758), indicating that it has a poor predictive performance [27]. 
A 27.5% cut-off had a specificity of 68.5% and 50% sensitivity for discrimination 
between patients with and without complete clinical response. 
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Figure 1. ROC curve analysis of the pretreatment Ki67 index as a predictor of clinical 
tumoral complete response. The area under the curve was 0,660 (IC95% 0,563-0,758). A cuttof 
point of 27,5% showed 50% sensibility and 68,5% specificity in differentiating between clinical 
tumoral complete response and partial response/stable disease. 
 
 
Discussion 
In our study, the PCR rate for breast luminal tumors was 6.11%, being 
more common in smaller size tumors, histological grade, and high 
overexpression/amplification of HER2, which is in agreement with the literature 
[3,5]. The positive HER2 has been associated with a fivefold increase in the 
probability of PCR, and in this subgroup of patients the PCR rate was 12.9%. 
This value is lower than that identified in the literature, probably because in our 
study only a small number of patients (n = 6) received trastuzumab associated 
with chemotherapy. 
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Unlike the findings observed in previous studies [4,5], we found no 
association between the expression of Ki67 index and PCR. Similarly, we did not 
identify any independent predictor of PCR in this study. This can be explained, at 
least partly, by the sample size and the small number of patients with PCR. 
However, using the 14% cut-off for the classification of HER2-negative tumors in 
luminal A-like and luminal B-like (HER2-negative), the PCR rate for the two 
groups was 0% and 5.26%, respectively, suggesting that tumors with higher Ki67 
expression may be more likely to PCR. In fact, in the analysis that deleted HER2-
positive tumors, the observed p-value was borderline (p = 0.06) when compared 
to tumors with low and high expression of Ki67. 
Xu and colleagues found that, in patients undergoing preoperative 
chemotherapy and response evaluation with clinical examination and magnetic 
resonance imaging, the Ki67 pretreatment was associated with a higher rate of 
clinical response [28]. However, these findings were not reproduced by other 
authors [29,30]. In our study, we identified the Ki67 pretreatment, histological 
grade and menopausal status as independent predictors of complete tumor 
clinical response, which was associated with a higher breast conservation rate. 
The ROC curve analysis showed that, in this sample, the Ki67 demonstrated a 
poor performance in identifying tumors with complete tumor clinical response. 
However, a 27.5% cut-off point showed moderate specificity, which is important 
from the clinical point of view since it reduces the number of false predictions of 
patients with complete clinical tumor response. Such patients could thus be 
spared preoperative chemotherapy administered for this purpose. 
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The identification of tumor clinical predictors of response in patients with 
luminal tumors is essential since recent evidence suggests that this subgroup of 
patients achieving PRC has lower prognostic significance, especially in the 
luminal A-like tumors [3]. When evaluating predictors of non-response to 
preoperative chemotherapy, Balmativola and colleagues found that the PCR rate 
of luminal tumors was only 3%, and that a third of these tumors showed no 
pathological response [31]. For this subgroup of patients, a focused approach to 
the preoperative endocrine treatment associated with the early assessment of 
changes in the expression of proliferation markers such as Ki67 can help 
differentiate patients who present a good clinical response to treatment and 
those for whom chemotherapy should be indicated. 
Limitations to our study include its retrospective nature, the relatively small 
sample size and the use of certain preoperative Ki67 in the biopsy sample by 
thick needle, which cannot fully represent the diversity of expression of 
proliferation markers. However, we emphasize the relatively high number of 
patients submitted to preoperative chemotherapy with data collected and the 
homonegeity of treatment, which was administered according to standard 
protocols. 
In conclusion, patients with luminal tumors who are undergoing 
preoperative chemotherapy have a low PCR rate only when evaluating HER2-
negative tumors. The Ki67 expression index was not a significant predictor of 
PCR, similar to hormone receptor and HER2, when considering the influence of 
other factors. However, elevated Ki67 index, high histological grade and 
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premenopausal status were independent predictors of tumor complete clinical 
response, which was most likely associated with conservative surgery. Such 
parameters could be considered in decision-making regarding the indication of 
preoperative chemotherapy for patients with HER2-negative luminal tumors who 
could be spared radical surgery. 
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4. Conclusões 
A expressão de receptores hormonais, Ki67 e HER2 não foi  preditora 
independente de RPC em nossa amostra. A positividade para HER2 aumentou 
em cinco vezes a probabilidade de RPC na análise não-ajustada. mas seu efeito 
perdeu significância estatística após ajustes para covariáveis. Tal resultado pode 
ser explicado pelo pequeno número de casos com RPC em nosso estudo. O 
Ki67 pré-tratamento foi identificado como preditor independente de RCC. 
Entre as características clínicas das pacientes e morfológicas dos 
tumores, status pré-menopausal (vs pós-menopausadas) e grau histológico III 
(vs I-II) foram preditoras de RCC. 
As pacientes com resposta clínica tumoral completa apresentaram maior 
probabilidade de serem submetidas a cirurgia conservadora, de forma que os 
preditores identificados na análise de regressão logística multivariada poderiam 
ser usados para identificação de pacientes com tumores luminais  nas quais se 
pretende indicar quimioterapia neoadjuvante. 
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6. Apêndice - Ficha clínica para coleta de dados 
 
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS 
FACULDADE DE CIÊNCIAS MÉDICAS - PÓS-GRADUAÇÃO EM TOCOGINECOLOGIA 
 
Estudo: Avaliação da expressão e dos efeitos da quimioterapia neoadjuvante no Ki67 em 
carcinomas mamários de fenótipo luminal e sua correlação com a resposta ao tratamento 
 
ID: ______                                                                                                         HC: ________________________________ 
 
Data de Nascimento: ______/______/______                 Idade: _______ anos 
 
Data do Diagnóstico Histológico: ______/______/______               
 
Status Menopausal:   |____| pré                |____| pós                                                
 
Número da Biopsia: Core:_______________________                  Peça:_____________________               
 
Número do Bloco:    Core:_______________________                   Peça:_____________________       
         
 
1.Tipo Histológico 
 
|____| 1. Carcinoma Ductal Invasor        |____| 2. Carcinoma Lobular Invasor         |____| 3. Carcinoma 
Misto                |____| 4. Histologia Especial 
 
2. Grau Histológico Pré-Quimioterapia 
 
|____| 1. I                       |____| 2. II                       |____| 3. III 
 
 
3. Estádio Clínico T 
 
|____| 1. T1                  |____| 2. T2                |____| 3. T3                    |____|T4a                  |____|T4b                  
|____|T4c                  |____|T4d 
 
 
4. Estádio Clínico N 
 
|____| 1. N0                       |____| 2. N1                       |____| 3. N2                       |____| 4.N3 
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5. Agrupamento Prognóstico 
 
|____| 1. IA          |____| 2. IB      |____| 3. IIA        |____| 4. IIB       |____| 5. IIIA       |____| 6. IIIB        |____| 7. IIIC        
|____| 8. IV        
 
   
 
6. Expressão de Receptores Hormonais - RH__________________ 
 
6.1. Estrogênio:     |____| 1. Positivo        Porcentagem:_____      Intensidade: |____| 1. fraco     |____| 2. 
moderado    |____| 3. forte                    
                        |____| 2. Negativo 
 
6.2. Progesterona: |____| 1. Positivo       Porcentagem:_____      Intensidade: |____| 1. fraco     |____| 2. 
moderado    |____| 3. forte                                    
                                       |____| 2. Negativo 
 
7. Expressão de HER2/neu - I___________________ 
 
7.1. Imuno-Histoquímica: |____| 1. 1+                      |____| 2. 2+                      |____| 3. 3+ 
 
 
7.2. FISH: |____| 1. Amplificado               |____| 2. Não-Amplificado                |____| 3. Não Realizado 
 
 
8. Expressão de Ki67 Pré-Quimioterapia 
 
Porcentagem:_______ 
 
 
9. Quimioterapia Neoadjuvante 
 
|____| 1. AC-T        |____| 2. Antraciclina         |____| 3. Taxano          |____| 4. Trastuzumabe 
Número de ciclos – AC:_______       Taxano:_______ 
 
 
10. Resposta Clínica na Mama 
 
|____| 1. Resposta Clínica Parcial         
|____| 2. Resposta Clínica Completa          
|____| 3. Doença Estável 
|____| 4. Progressão 
 
11. Resposta Clínica Linfonodal 
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|____| 1. Resposta Clínica Parcial         
|____| 2. Resposta Clínica Completa          
|____| 3. Doença Estável 
|____| 4. Progressão 
 
12. Abordagem Cirúrgica na Mama 
 
|____| 1. Mastectomia                         |____| 2. Cirurgia Conservadora 
 
13. Abordagem Axilar 
 
|____| 1. Linfonodo Sentinela           |____| 2. Esvaziamento Axilar          
 
14. Resposta Patológica 
 
|____| 1. Resposta Parcial 
 
|____| 2. Resposta Completa 
 
Resposta Mama: __________________________________________       
Resposta Linfonodos: ____________________________________ 
RCB:________________ 
 
15. Expressão de Ki67 Pós-Quimioterapia 
 
I___________________ 
Porcentagem:_______ 
 
Data do Preenchimento: 
Assinatura: 
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7. Anexo - Parecer CEP 
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